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研究成果の概要：生薬成分の中で dehydrocorydaline と praeruptorin A は活性化マクロファー
ジ特異的に viability（生存能力）を低下させることがわかった。Dehydrocorydaline のほうが
より効果的であったため、その作用機序を検討した結果、マクロファージ活性化に伴うミトコ
ンドリア膜電位上昇を妨げることで細胞内 ATP を枯渇させることがわかった。活性化マクロフ
ァージ特異的作用がなかった生薬成分の中から胃癌細胞の viability を低下させる 6-shogaol
を見い出した。マクロファージを標識する蛍光色素として NBD-PZ を同定した。 
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２００７年度 2,200,000  660,000  2,860,000  

２００８年度 1,300,000  390,000  1,690,000  

    

    

    

総 計 3,500,000  1,050,000  4,550,000  

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・内科学一般（含心身医学） 
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１．研究開始当初の背景 
病原体やlipopolysaccharide (LPS)など外来
異物により活性化したマクロファージはT細
胞・B 細胞に抗原を提示するだけでなく
interleukin-6 (IL-6)などのサイトカインを
産生し潰瘍性大腸炎やクローン病など炎症
性疾患の病態形成に深く関与している。これ
までステロイドなど炎症性疾患の治療に有
用な化合物が報告され臨床で使用されてい
るが、炎症を誘導している活性化マクロファ
ージに対して特異的に作用し炎症疾患の治
療に有用な化合物は未だ知られていない。活
性化マクロファージ特異的に作用する化合
物を応用した抗炎症療法では炎症性疾患の
根治を期待することができ、ステロイドで見

られるような副作用の軽減も期待できる。 
 一方、生薬は伝統的に様々な疾患の治療に
利用される過程で有用なものが選別されて
きた。またその成分の化学構造は非常に多様
性が豊富であるため生薬は combinatorial 
chemistry などによる合成化合物とは全く異
なる魅力的な library を構成している。生薬
の成分を様々な指標に基づき検索すること
で治療に有用な化合物を同定できる。またそ
の作用の機序を解明することで新しい治療
のターゲットを見い出すことができる。更に
生薬成分の化学構造からその作用に重要な
部位を特定することで新しい薬剤の開発に
有用なシードとして生薬成分を応用するこ
とも可能である。 
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２．研究の目的 
（１）活性化マクロファージ特異的に
viability 低下を誘導する化合物を主に生薬
の成分の中から同定する。 
 
（２）活性化マクロファージ特異的に細胞死
を誘導する化合物の作用機序を解明する。 
（３）活性化マクロファージのサイトカイン
産生に与える影響を評価する。 
 
（４）マウスの炎症性疾患モデルを用いて治
療的効果を評価する。 
 
（５）（１）のスクリーニングに用いた化合
物を異なる指標でも評価し、入手した生薬成
分の有効活用を図る。 
 
（６）腸炎などの炎症性疾患で病変部位に浸
潤してくるマクロファージを標識するため
に有用な蛍光色素を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）LPS で活性化したマクロファージ由来
RAW 細胞の viability 低下を指標とし主に生
薬成分からスクリーニングを行う。活性化し
た RAW 細胞の viability を低下させた化合物
については活性化していないRAW細胞に対す
る作用も比較検討し活性化マクロファージ
特異的にviabilityを低下させるかどうかを
調べる。更にマウスの腹腔滲出マクロファー
ジを用いてその特異的作用を確認する。 
 
（２）活性化マクロファージ特異的な作用の
機序を解明するため、化合物がアポトーシス
経路やミトコンドリア機能に与える影響を
評価する。 
 
（３）炎症性疾患の病態形成に重要なサイト
カインである IL-6 の産生に与える影響につ
いて ELISA を利用して検討する。 
 
（４）マウスに LPS を投与した敗血症モデル
を用いて活性化マクロファージ特異的作用
を有する化合物の投与が治療的効果を発揮
するかどうかを検討する。 
 
（５）活性化マクロファージ特異的な作用が
なかった生薬成分を用いてマクロファージ
以外の細胞のviabilityに対する影響につい
て評価する。また viability 低下作用があれ
ばその分子機序を解明する。 
 
（６）これまで報告されかつ入手可能な様々
な蛍光色素をマクロファージの培地に加え
たうえで蛍光観察することによりマクロフ
ァージの蛍光標識に有用な蛍光色素がない
かどうかを検討する。 

４．研究成果 
（１）Dehydrocorydaline は活性化した RAW
細胞特異的にviabilityを著しく低下させた。 

 
マウスの腹腔滲出マクロファージを用いて
も同様な結果を得た。 

 
Dehydrocorydaline 以外にも生薬成分の中で
praeruptorin A が活性化した RAW 細胞特異的
にviabilityを低下させることを見い出した
がその効果は著明ではなかった。 
 
（２）細胞死を誘導する機序を検討したとこ
ろアポトーシスを誘導する紫外線(UV)とは
全く異なるものであった。 

LPS+dehydrocorydaline (De.)は UV 照射と異
なりミトコンドリア cytochrome c の細胞質
内漏出を起こさずDNA断片化も起こさなかっ
た。Caspase-3 および caspase-9 の活性化も
LPS+dehydrocorydaline では認めなかった。 



 

 

その一方でdehydrocorydalineは活性化に伴
うマクロファージのミトコンドリア膜電位
上昇を阻害した。 

ミトコンドリア膜電位は Rhodamine 123 を用
いて評価した。コントロール（○）の基底レ
ベルのミトコンドリア膜電位に対して
dehydrocorydaline 単独（●）では影響はな
かった。LPS 存在下（△）ではミトコンドリ
ア膜電位の上昇を観察したが LPS とともに
dehydrocorydaline が存在する（▲）とこの
ミトコンドリア膜電位上昇が妨げられた。 
 
ミトコンドリア膜電位は細胞内のATP産生に
関与しているがdehydrocorydalineは LPS存
在下でのみ細胞内 ATP の枯渇を誘導した。 

 
活性化マクロファージではサイトカイン産
生などに ATP の需要が高まる。この需要に
応じ細胞内 ATP 量を維持するためミトコン
ドリアでは膜電位が上昇するが
dehydrocorydaline はこのミトコンドリア膜
電位上昇を妨げることにより ATP の枯渇を
招き、その結果、活性化したマクロファージ
特異的に細胞死を誘導することが示唆され
た。 
なお活性化マクロファージのミトコンドリ
ア膜電位上昇を妨げる詳細な分子機序につ
いては現在も検討中である。 
 
 
 

（３）Dehydrocorydalineは濃度依存的にLPS
による RAW 細胞の IL-6 産生を抑制した。 

 
腹腔滲出マクロファージを用いても同様な
結果を得た 

 
IL-6 は様々な炎症性疾患の病態形成に関与
しているためdehydrocorydalineは活性化マ
クロファージ特異的にviability低下を招き
活性化マクロファージの IL-6 産生を抑制す
ることで炎症性疾患の改善に有用である可
能性が示唆された。 
 
（４）LPS 投与によりマウスでは著明な体重

減尐が観察されるがdehydrocorydalineの投

与はこの体重減尐を著明に改善した。 

マ ウ ス に LPS 10mg/kg 投 与 す る 際 に

dehydrocorydaline 0, 1.2, 2.4, 4,8 mol/kg

を同時に投与した。Dehydrocorydaline は投



 

 

与量依存的にLPSによる体重減尐を改善した。 

*, p < 0.05; **, p < 0.01 (Student’s t-test, 

n = 6)。 

 

今後も様々なマウスの炎症性疾患モデルを

用いてdehydrocorydalineの治療的効果を検

討していく。また肝障害など副作用の有無に

ついても検討していく。 

 
（５）活性化マクロファージ特異的作用がな
かった生薬成分の中で6-shogaolはその特徴
的な化学構造を介してtubulinと反応しその
重合を阻害する結果、微小管を破壊すること
で胃癌細胞の増殖を抑制した。 
 
 

（６）カルボン酸の標識に使用されている蛍
光色素 NBD-PZ が lysosomes を介してマクロ
ファージの標識にも有用であることを証明
した。 
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